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SEZNAM KRATIC

CRISPR - gruce enakomerno prekinjenih kratkih palindromnih ponovitev (angl. clustered
regularly interspaced short palindromic repeats)

Cas9 — s CRISPR lokusom povezana endonukleaza

RNA - ribonukleinska kislina

bp — bazni par

PAM — PAM motiv (angl. protospacer adjacent motif)

DNA - deoksiribonukleinska kislina

GSR gensko spremenjene rastline

Bt - Bacillus thuringiensis

ZDA - Zdruzene drzave Amerike

ZFN — nukleaza z motivi cinkovih prstov (angl. zinc-finger nucleases)

TALEN - nukleaza z DNA vezavno domeno TAL efektorja (angl. transcription activator-
like effector nucleases)

DSB — dvoverizni prelom DNA (angl. double strand break)
NHEJ - nehomologono zdruzevanje koncev

HDR - popravljalni mehanizem zdruZevanja koncev DNA s pomo¢jo homolognega
zaporedja (angl. homology directed repair)
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1 UVOD
1.1 Genski inZeniring

Spreminjanje genetskega materiala s pomocjo biotehnoloskih metod imenujemo tudi genski
inZeniring. Namen ustvarjanja genetskih sprememb, je lahko proucevanje funkcije genov,
razvoj genskih terapij za zdravljenje dednih bolezni ali razvoj rastlin z Zelenimi lastnostmi

[1].

Z genskim inZeniringom, ki je nepogresljiv del sodobne biotehnologije je bilo do danes
pridobljenih ze vrsto rekombinantnih beljakovin (t. i. bioloska zdravila), kot so inzulin,
¢loveski rastni hormon ali somatotropin, folitropin (za zdravljenje neplodnosti), cloveski
albumin, monoklonska protitelesa, antihemofilni faktorji, cepiva [2] ki jih medicina
uporablja za zdravljenje Stevilnih bolezni ter drugi encimi kot so restrikcijske endonukleaze,
DNA ligaze, DNA polimeraza, itd. [3] ki se uporabljajo v biotehnoloskih laboratorijih,
kemicni, predelovalni in zivilski industriji, veliki pa so tudi obeti na podro¢ju tako
imenovanega genskega zdravljenja [4].

V nadaljevanju smo se osredotocili na podrocje genskega inzeniringa rastlin.

1.2 Tehnike za pridobivanje novih sort

Eden izmed moznih nacinov za razvoj novih sort je uporaba klasi¢nega zlahtenja. Vendar se
je pri klasi¢nem Zlahtnjenju potrebno zavedati, da uspeh zlahtnjenja omejen na razpoloZljivo
gensko variabilnost, postopek z uporabo klasi¢nih metod Zlahtnjenja pa dolgotrajen [5].

Med tehnike klasicnega zlahtnjenja sodi tudi mutacijsko Zlahtnjenje, pri katerem se
uporabljajo mutageni, kot so rentgenski zarki, UV Zarki, etil metansulfonat itd. Pri uporabi
omenjenih mutagenov ne moremo vplivati na mesto induciranja mutacij. S tak$nim
mutacijskim Zlahtnjenjem se lahko spremeni ve¢ tisoce genov. Medtem ko se lahko z
metodami za urejanje genov oz. genomov (angl. gene editing, genome editing) , kot je na
primer metoda CRISPR-Cas9, inducira mutacijo na tarénem mestu. Zlahtnjenje z uporabo
tehnik za urejanje genomov je torej hitrejSe od klasi¢nega zlahtenja [6].

Z metodami za urejanje genomov je mogoce vzgojiti rastlino, ki se od izvorne razlikuje samo
v na novo inducirani mutaciji in ne vsebuje vstavljenih tujih genov, kot je to znacilno pri
uporabi t.i. konvencionalnih tehnik genskega inZeniringa [7].

1.3 Primeri razvoja novih sort Kkmetijski rastlin z uporabo
»konvencionalnih« tehnik genskega inZeniringa

Pred predstavitvijo moznosti razvoja sort z uporabo metod za urejanje genomov, Vv
nadaljevanju navajamo primere in nacine razvoja rastlin z novimi lastnostmi z uporabo
konvencionalnih tehnik genskega inZeniringa. Od prihoda prve gensko spremenjene rastline
(GSR), paradiznika FlavrSavr, na trg mineva zZe 25 let [8]. Poleg omenjene sorte paradiznika
so bile razvite tudi Stevilne sorte drugih rastlinskih vrst in najbolj razSirjene v pridelavi
predstavljamo v nadaljevanju. Glede na lastnosti sort, ki so bile razvite s pomoc¢jo genskega
inZeniringa, lahko GSR razdelimo v tri generacije. Prva generacija transgenih poljs¢in
vklju€evala zlasti gene za odpornost na viruse, Skodljivce in herbicide. Drugo generacijo
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predstavljajo GSR, pri katerih je bila izboljSana hranilna vrednost, ¢as obstojnosti in okus.
V tretjo generacijo sodijo GSR za sintezo industrijskih izdelkov, kot so biosenzorji,
industrijski encimi, epoksi, plastika, kozmeti¢ni izdelki ter za farmacevtsko industrijo
zdravila, kot so cepiva, protitelesa in terapevtski proteini [9].

1.4 Stanje pridelave GSR v svetovnem merilu

GSR pridelujejo na priblizno 12 % (179, 7 milijona od 1, 5 milijarde hektarjev) vseh
svetovnih kmetijskih povrs$in. Med GSR, ki zasedajo najvecji delez po pridelavi sodijo: soja,
koruza, bombaz, krompir in oljna ogrs¢ica [10].

1.5 Razvoj sort odpornih na herbicide in Skodljivce

Najbolj razsirjeni lastnosti GSR sta odpornost na herbicide in odpornost na skodljivce.
Odpornost na Skodljivce je pripomogla k zmanjSanju porabe insekticidov, medtem ko je
odpornost na herbicide omogocila uporabo glifosata namesto drugih, bolj toksi¢nih
herbicidov [12]. Primer porabe insekticidov v ZDA po uvedbi Bt koruze je prikazan na
spodnjem grafu (slika 1). Zaradi manjSe porabe sredstev za varstvo rastlin in manjSega
Stevila tretiranj imajo pridelovalci manjse stroske pri pridelavi, obenem pa je taka pridelava
manj obremenjujoca za okolje. Ugotovljeno je bilo, da je uvedba GSR pripomogla tudi k
povecanju koli¢ine pridelka [12].

Bt corn uptake and insecticide use in U.S. corn fields
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Adapted from Malakof D. and Stokstad E. Pesticide Planet. Science Magazine. 16 August 2013.

Slika 1: Prikaz porabe insekticidov v ZDA po uvedbi Bt koruze [13]
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O zmanj$ani porabi insekticidov pric¢a tudi primerjava podatkov o porabi insekticidov od
leta 1976 do 1996 (pred pridelavo Bt koruze) ter podatkov po zacetku pridelave Bt koruze,
in sicer od leta 1996 do 2016, ki kaze da se je koli¢ina insekticida na povrSinah v New
Jerseyju zmanjsala za 85 odstotkov. K zmanjSanju insekticidov je prispeval tudi razvoj
novih, bolj u¢inkovitih pesticidov, ki se uporabljajo manj pogosto [14].

Z genskim inzeniringom je mogoce spremeniti tudi hranilno vrednost (npr. zlati riz). Zlati
riz je GSR, pri katerem je povecana vsebnost $-karotena oziroma provitamina A. Pri zlatem
rizu prve generacije, so vstavili tri gene, in sicer gen za fitoen sintazo, fitoen desaturazo in
likopen ciklazo, s ¢imer so omogo¢ili sintezo B-karotena. Pri zlatem rizu druge generacije
S0 namesto gena za fitoen sintazo iz bakterije (Erwina spp.), vstavili gen iz koruze in s
pomocjo tega dosegli kar 20-krat visji nivo karotenoidov [15].

Soja je rastlina, ki vsebuje zelo visok odstotek beljakovin [16]. Prvo gensko spremenjeno
sojo, odporno na herbicid glifosat (Roundap Ready Soybean), znano tudi kot GTS 40-3-2
(OECD Ul: MON-04032-6), je na trg uvedlo podjetje Monsanto v ZDA, in sicer leta 1998
[17]. Podjetje Monsanto je leta 2018 prevzelo podjetje Bayer [18]. Leta 2014 je bilo po
svetu posajenih 90,7 milijonov hektarjev gensko spremenjene soje, kar je 82 % vseh
svetovnih povrsin, namenjenih pridelavi soje [19] [20].

Odpornost na glifosat omogoca vstavljen gen, ki kodira na glifosat odporen encim 5-
enolpiruvilSikimat-3-fosfat sintaza (EPSPS). Glifosat ovira sintezo aminokislin fenilalanina,
tirozina in triptofana. Te aminokisline uvr§¢amo med esencialne, ker jih lahko sintetizirajo
le rastline in mikroorganizmi, medtem ko jih zivali pridobijo z uzivanjem rastlin [21]. Pri
sintezi omenjenih aminokislin sodeluje encim, imenovan 5-enolpiruvilSikimat-3-fosfat
sintaza (EPSPS). Soja Roundup Ready izraza razli¢ico EPSPS iz seva CP4 bakterije
Agrobacterium tumefaciens, ekspresijo omenjenega gena pa v soji uravnava konstitutivni
promotor 35S (E35S) iz mozai¢nega virusa cvetace (CaMV). Zaporedju EPSPS gena je pri
vstavljenem konstruktu dodano Se zaporedje kloroplastnega tranzitnega peptida (CTP4) iz
petunije. Tranzitni protein je potreben zato, da se EPSPS transportira v kloroplaste, Kjer
sodeluje pri Sikimatni poti. Transkripcija gena EPSPS se ustavi pri nopalin-sintaza (nos 3')
terminator zaporedju iz Agrobacterium tumefaciens. Plazmid z zapisom za EPSPS in
drugimi zgoraj omenjenimi genetskimi elementi so vstavili v embrio soje z gensko pistolo.
Patent prve generacije gensko spremenjene soje Roundup Ready je potekel marca 2015 [22]
[27].

Koruza odporna na herbicid glifosat (Roundup Ready Corn), ki je bila razvita v podjetju
Monsanto, je bila prvi¢ spros¢ena na trg leta 1996 [24]. Bayer CropScience je razvil sorto
koruze, odporno na glufosinat (LibertyLink Corn). LibertyLink je blagovna znamka, Ki je
sedaj v lasti podjetja BASF. Pod blagovno znamko sodijo na herbicid glufosinat (Liberty
herbicid z aktivno snovjo glufosinat) in na glufosinat odporne sorte rastlin [21]. LibertyLink
zagotavlja sistem za odpornost na herbicide, ki je Se vedno ucinkovit tudi pri plevelih,
odpornih na glifosat. Gen, ki daje odpornost na glufosinat, je bar (izoliran iz S.
Viridochromogenes) ali pat gen (izoliran iz S. hygroscopicus) [25].

Sorte, odporne na herbicid, je mogoce razviti tudi z drugimi tehnikami Zlahtnjenja. Pioneer
(sedaj Corteva Agriscience) je razvil in trzil hibridne sorte koruze s toleranco na
imidazolinske herbicide pod blagovno znamko "Clearfield" - pri teh hibridih je odpornost na
herbicid vzgojena s selekcijo tkivnih kultur in uporabo kemijskega mutagena etil
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metansulfonata. Zakonodaja, ki ureja odobritev transgenih rastlin, ne velja za Clearfield
koruzo [26].

Bt poljscine in vrtnine so bile razvite tako, da je bil vstavljen en ali ve¢ genov iz bakterije
Bacillus thuringiensis, in sicer za Bt proteine (tudi kristalni proteini, cry proteini ali delta
endotoksini) [27]. Beljakovine z insekticidnim delovanjem so toksi¢ne za dolocene vrste
7uzelk, na primer za koruzno vesco (Ostrinia nubilalis). Le-ta v stadiju li¢inke vita koruzna
stebla in storze, zaradi tega se koruza poleze, na poskodovane dele pa se naselijo drugi
patogeni mikroorganizmi [28].

Identificirani so bili na primer tudi Bt proteini, ki so toksi¢ni za koruznega hrosca
(Diabrotica virgifera), ki ravno tako kot koruzna ves¢a, povzroca veliko gospodarsko §kodo
[29] [30]. Bt protein se izraza v celotni rastlini. Liinka se hrani z razli¢nimi deli rastline, ki
vsebujejo Bt toksin, le-ti v alkalnem oziroma baziénem prebavnem traktu zuzelke razpadejo
in zaradi oligomerizacije tvorijo pore v prebavnem sistemu. PosSkodbe membran epitelijskih
celic povzrodi lizo celic in okuZbo z mikroorganizmi (sepsa) [31]. ZuZelka se po nekaj urah
preneha hraniti in pogine [31]. Prva sorta koruze z vstavljenim genom za Bt protein je bila
odobrena leta 1996 [32].

Identificiranih je bilo ve¢ Bt genov: CrylA.105 (MON89034), CrylAb (MONS810), CryIF
(1507), Cry2Ab (MON89034), Cry3Bb1l (MON863 in MONB88017), Cry34Abl (59122),
Cry35Abl1 (59122), mCry3A (MIR604), in Vip3A (MIR162) [33] [34]. Razli¢ni cry proteini
imajo specifi¢no toksi¢no delovanje proti vrstam zuzelk iz vrst Lepidoptera (moli in metulji),
Diptera (muhe in komarji), Coleoptera (hros¢i), Hymenoptera (osi, ¢ebele, mravlje in
rastlinske ose) in proti Nematodes (gliste) [35].

Studija iz leta 2018 je pokazala, da je Bt koruza zmanjsala populacijo koruzne ves¢e tudi na
bliznjih poljih, posejanih s koruzo brez vstavljenega Bt gena, kar je Se dodatno zmanjSalo
uporabo pesticidov na teh pridelkih. Geni za Bt proteine so bili vstavljeni v sorte bombaza,
koruz, soja, krompirja, jajcevec, paradiznik.

Prav tako je bil vstavljen gen za Bt protein tudi pri bombaZu. Bt bombaZ je bil prvi¢ odobren
za trzno pridelavo v ZDA leta 1995, [36] medtem ko je Kitajska prvi¢ zasadila Bt bombaz
leta 1997 [37]. Leta 2002 je Mahyco (po zdruZitvi s podjetjem Monsanto) uvedlo Bt bombaz
v Indijo. Kitajska je zasadila Bt bombaZz zaradi juzne plodovrtke (Helicoverpa armigera),
proti kateri so kmetje uporabljali konvencionalne pesticide [38]. Tudi v Indiji in ZDA je bila
pri Bt bombazu ugotovljena manjSa Skoda zaradi Skodljivcev, zaradi Cesar se je povecala
koli¢ina pridelka in zasluzek pridelovalcev [39] [40] [41]. Studije so pokazale, da je manj$a
poraba pesticidov na poljih bombaza ter zaradi tarénega delovanja Bt proteinov, pripomogla
k povecanju biotske raznovrstnosti neciljnih organizmov, kot so polonice, pravi mrezekrilci
in pajki [42]. Zaradi povecane biotske raznolikosti je bilo prisotnih tudi ve¢ naravnih
sovraznikov, zaradi ¢esar so metode integriranega varstva rastlin bolj u¢inkovite [38]. V letu
2011 je imela Indija 10, 6 miljonov hektarjev gensko spremenjenega bombaza in bila tako
najvecja pridelovalka. Drugo mesto so zasedle ZDA, ki so imele 4 milijone hektarjev gensko
spremenjenega bombaza. Sledita ji Kitajska s 3, 9 milijona hektarjev in Pakistan z 2, 6
milijona hektarjev [43]. V letu 2014 so imele ZDA 96 % gensko spremenjenega bombaza,
medtem Ko je bilo v Indiji 95 % gensko spremenjenega [44] [45].
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1.6 Razvoj sorte z izboljSano hranilno vrednostjo

Soja je bila gensko spremenjena, da bi izboljsali kakovost sojinega olja. Zaradi visoke
vsebnosti linolne in linolenske mas¢obne kisline (veckrat nenasi¢ene mascobne kisline), je
sojino olje obcutljivo za oksidacijo, zato je uporaba sojinega olja v zivilskih izdelkih
omejena. Z genetskimi spremembami so uspeli povecati koli¢ino oleinske kisline, stearinske
kisline ter zmanjsali koli¢ino nenasi¢enih mas¢obnih kislin. S povecanjem deleza stearinske
in oleinske kisline, je mogoce doseci na dva nacina: (1) heterologna ekspresija stearoil-ACP
tioesteraze ali (2) z induciranjem mutacij ali zmanjSanju izrazanja A9-stearoil-ACP
desaturaze (SAD) [46].

Celemnte in sod. [46] povzemajo, da je bila ugotovljena povezava med mutacijami v genu
FAD3 in nizjo vsebnostjo linolenske kisline. V soji so identificirali 3 FAD3 gene:
GmFAD3A, GmFAD3B in GmFAD3C (specificni za zrna). Z uporabo tehnologije
interferenéne RNA, so utiSali gene iz druzine GmFAD3 ter uspeli vzgojiti sojo z nizjo
vsebnostjo linolenske kisline. Z utiSanjem delta 9 in delta 12 desaturaze je podjetje DuPont
Pioneer leta 2009 razvilo sojino olje z visoko vsebnostjo (nad 80 %) oleinske masc¢obne
kisline, ki ga je zacel trziti leta 2010 [46].

2 RASTLINE, RAZVITE Z METODAMI ZA UREJANJE GENOMOV

Metode urejanja genomov omogocajo natan¢ne, ucinkovite in ciljno usmerjene spremembe
v genomu. Urejanje genomov z nukleazami z motivi cinkov prstov (ZFN) in z nukleazami z
DNA vezavnimi domenami TAL efektorjev (TALEN), obstaja Ze dve desetletji, vendar je
pred kratkim prisla v ospredje metoda z uporabo nukleaz, povezanih s CRISPR lokusi (npr.
Cas9), ki zagotavljajo preprostost in enostavnost ciljnega urejanja genov (slika 1). Vse
zgoraj omenjene metode za urejanje genomov temeljijo na nukleazah, s katerimi lahko
induciramo dvoverizno rez DNA na tar¢nih mestih [47].

Z metodo TALEN je bila razvita sorta soje iz katere so pridelali prvi proizvod, olje Calyto,
iz genomsko preurejene soje, ki je priSel na trg v ZDA v letu 2019. Primerjava olja Calyno
ter olja iz konvencionalne soje, je pokazala, da olje Calyno vsebuje manj nasi¢enih

mascobnih kislin, poleg tega ima tudi vi§jo vsebnost bolj zdrave enkrat nenasi¢ene oleinske
kisline [48].

2.1 Primeri uporabe CRISPR/Cas9 na rastlinah

Leta 2016 je podjetje DuPont Pioneer naznanil razvoj prve sorte razvite s tehnologijo
CRISPR in sicer izboljSane sorte koruze vos€enke. Ostale sorte vos¢enk vsebujejo 75 %
amilopektina in 25 % amiloze, medtem ko so z, z delecijo v genu wx1 (gen udelezen pri
sintezi §kroba). so dosegli vsebnost amilopektina visjo od 97 % [49].

Raziskovalci so s pomoc¢jo multipleksnega urejanja (hkratno induciranje mutacij z ve€imi
gRNA), so vzgojilii psenico z genetskimi spremembami v genih TaGW2, TalLpx-1 in
TaMLO s ¢imer so povecali velikost pSeni¢nih zrn (zaradi spremembe v genu TaGW?2) in
boljso odpornost na bolezni Fusarium graminearum (zaradi sprememb v genih TalLpx-1)
[50].

Za razvoj odpornosti pSenice na zitno pepelovko (Blumeria graminis) so raziskovalci poleg
CRISPR-Cas9 uporabili tudi TALEN nukleaze in dokazali, da je s tehnikami za urejanje
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genoma mogoce hkrati spremeniti alele genov v poliploidnih genomih (pSenica je
heksploidna) [51].

Etilen ima klju¢no vlogo v Stevilnih razli¢nih procesih v razvoju rastlin, kot tudi pri odzivu
rastline na stres. Nedavne $tudije so pokazale, da prekomerna ekspresija gena ARGOSS pri
koruzi zmanjSuje odziv rastline na etilenkar se v susnih razmerah odraza v vecji koli¢ini
pridelka. Ker je pri koruzi omejeni gen podizrazen, so s CRISPR-Cas9 in HDR
popravljalnega mehanizma vstavili promotor GOS2 PRO v obmocje neprevedene regije (5°-
UTR) (v tem primeru so potrebovali eno gRNA), z uporabo dveh gRNA pa jim je uspelo
izrezati nativni promotor gena ARGOS8 in ga zamenjati s konstitutivnim promotorjem
GOS2 PRO. GOS2 PRO promotor je promotor gena GOS2 pri koruzi. Konstrukte za prepis
gRNA, sintezo Cas9 in DNK predlogo za vstavitev na mesto preloma s homologno
rekombinacijo so z gensko pistolo vnesli v celice embria. Natan¢no modifikacijo genomske
DNK na mestu ARGOS8 so preverili s PCR in sekvenciranjem. Pridobili so dve liniji (ena
z insercijo promotorja, druga z zamenjavo) in pri obeh so ugotovili povecano izrazanje gena
ARGOSS8. Linije so krizali s testerjem (linija koruze za ugotavljanje kombinacijske
sposobnosti hibrida), pridobili seme hibrida in ga testirali na vecih lokacija v ZDA in na
lokacijah s susnim stresom ugotovili, ve¢ji pridelek v primerjavi s hibridom, ki ni vseboval
sprememb v promotorju. Ti rezultati dokazujejo uporabnost sistema CRISPR-Cas9 pri
ustvarjanju novih alelnih sprememb za vzgojo rastlin, odpornih na susni stres [52].

2.2 Pridelava semena gensko spremenjene soje, po poteku patentne zascite
(angl. generic GMOs)

Po izteku Monsantovega patenta za prvo sorto soje Roundup Ready, ki je odporna na
glifosat, se je zacel razvoj t. i. generi¢ne soje, odporne na glifosat. Na Kmetijskem oddelku
Univerze v Arkansasu, je bila razvita prva sorta, ki je na trg prisla leta 2015. Glede na mnenje
proizvajalca semena, je omenjena sorta prilagojena okolijskim razmeram v Arkansasu
(ZDA) [53] [54].

2.3 Princip delovanja metod za urejanje genomov

Kot ze omenjeno v poglavju 2 metode za urejanje genomov omogocajo dodajanje,
odstranjevanje ali spreminjanje genskega materiala na dolo¢enih mestih v genomu. Razvitih
je bilo ve¢ metod za urejanje genomov. Najnovejsa je znana kot metoda CRISPR-Cas9.
Sistem CRISPR-Cas9 je v primerjavi z ostalimi metodami za urejanje genomov hitrejsi,
cenej$i, natanénejsi in u¢inkovitejsi [55].

2.3.1 CRISPR tehnologija za urejanje genoma

Barrangou (2015) povzema da so CRISPR lokusi in z njimi povezani proteini (npr. Cas9),
znacilni za bakterije in arheje in so pomembni pri razvoju odpornosti na viruse in plazmide.
Zaporedja, ki so vrinjena med palindromna zaporedja (slika 2), predstavljajo del invazivnih
genetskih elementov (po okuzbi), s ¢imer organizem razvije odpornost na viruse (razvoj
pridobljene imunosti), zato imajo ta zaporedja klju¢no vlogo v protivirusnem obrambnem
sistemu prokariotov [56].

Cas9 je encim, ki s pomoc¢jo CRISPR zaporedja, prepisanega v crRNA (angl. CRISPR RNA)
in tracrRNA (angl. trans-activating crRNA) povzro¢i rez na delu DNA, ki je
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komplementaren zaporedju crRNA. Encim Cas9 v kombinaciji s CRISPR zaporedjem,
predstavlja temelj tehnike za urejanje genomov, znane kot CRISPR-Cas9. Predstavljen
postopek urejanja ima Siroko paleto aplikacij, vklju¢no z osnovnimi bioloskimi raziskavami,
razvojem biotehnoloskih izdelkov in zdravljenjem bolezni [57] [58].

H.volcanii
H.mediterranei
M. jannaschii

. thermoautotrophicum
.fulgidus (A)
.solfataricus
.abyssi (B)
.abyssi (A)
.horikoshii
.pernix (B)
.pernix (A)
.maritima
.aeclicus
.coli

. typhi
.pestis
.difficile

M. tuberculosis
C.jejuni
Anabaena sp.
Calothrix sp.
Mitochondria (V. faba)

OckbEdabbuYndX

Consensus Sequence GTTTCAATC--———~ AACC --TGGGATT-GAAAC
_—

Slika 2: Poravnava regije s palindromnimi zaporedij CRISPR lokusa iz razli¢nih vrst bakterij. Potemnjeni deli
predstavljajo ohranjena zaporedja. S pus¢icami so ozna¢ene palindromne ponovitve [59]

2.3.2 Zgodovina razvoja CRISPR metode

Odkritja o CRISPR lokusu segajo v leto 1987, ko so japonski znanstveniki z Univerze v
Osaki porocali, da so v bakteriji E.coli nasli nenavaden del DNA, v katerem je bilo pet
ponovitev istega zaporedja 29 nukleotidov, med katere so bili vrinjeni, po 32 nukleotidov
dolgi odseki DNA, ki so se medsebojno razlikovali. Kasneje so podobne vzorce zapisov,
opazili tudi pri drugih sortah bakterij, pri ¢emer niso vedeli kaksna je funkcija prekinjenih
palindromnih ponovitev [60] [61] [62].

Leta 1993 so Van Soolingen in sod. (1993) med raziskovanem Mycobacterium tuberculosis
(patogena bakterija iz druzine Mycobacteriaceae in povzrociteljica tuberkuloze)
identificirali lokus s ponovljivimi zaporedji, ki so bila prekinjena z unikatnimi zaporedji v
dolzini 35 do 41 bp. Predlagali so uporabo lokusa s ponovitvami za genotipizacijo in
identifikacijo razli¢nih sevov M.tuberculosis [61] [62].

Regije s ponovitvami so bile identificirane tudi pri arhejah (Haloferax in Haloarcula) [63],
njihovo funkcijo pa je raziskoval Francisco Mojica na Univerzi v Alicanteju, v Spaniji.
Mojica takrat domneval, da imajo gruce ponovitve vlogo pri pravilni lo€itvi replicirane DNK
v héerinske celice med delitvijo celic. Prav tako je domneval, da plazmidi in kromosomi z
identi¢énimi ponovitvenimi nizi, ne morejo obstajat v Haloferax volcanii . Prvi¢ je bil
zabelezen tudi prepis CRISPR lokusa [62] [64]. Leta 2002, so Tang in sodelavci pokazali,
da so regije s CRISPR ponovitvami iz genoma Archeoglobus fulgidus prepisane v daljse
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RNA molekule, ki so bile nato razrezane v manjSe RNA enake dolzine, skupaj z nekaterimi
daljsimi oblikami, in sicer dva, tri ali ve¢ ponovitvenih enot [65].

Pomembno dopolnilo k razumevanju delovanja sistema CRISPR je prislo z Jansenovim
dognanjem, da CRISPR lokus spremlja niz homolognih genov oziroma cas geni. Na zacetku
so bili identificirani Stirje cas geni (cas 1-4). Pri Cas proteinih so bili ugotovljeni motivi
helikaz in nukleaz. V tej publikaciji je kratica CRISPR nastala kot univerzalno ime za lokus
s tovrstnimi ponovljimi zaporedji. Vendar je funkcija CRISPR ostala skrivnostna [66]. Leta
2005 so tri neodvisne raziskovalne skupine pokazale, da so nekatera vrinjena/vmesna
zaporedja (angl. spacers) med CRISPR palindromnimi ponovitvami pripadala
bakteriofagom in tako je bilo ugotovljeno, da je CRISPR sistem za razvoj pridobljene
imunosti. »Pri sistemu CRISPR bakterijam uspe shraniti dele DNA virusa, ki jih je napadel,
kar jim omogoca razvoj odpornosti na ta virus. Gene z zapisom za specifi¢ni encim Cas9 so
nasli v bakterijskem genomu v blizini zaporedij CRISPR« [67] [68].

Studija, ki predpostavljata uporabo CRISPR sistema kot orodje za urejanje genetskega
zapisa pa je bila objavljena leta 2012, v kateri so predlagali zdruzitev tractrRNA in crRNA v
vodilno RNA (gRNA ali sgRNA, angl. guide RNA ali single-guide RNA). Uporaba te
metode je zacela eksponentno narasc¢ati [69] [70].

2.3.3 Popravljalni mehanizmi prelomov DNA

Najpomembne;jsi prvi korak pri izvajanju tarnega urejanja genoma je ustvarjanje preloma
dvojne verige DNA (angl. double strand break, DSB) na to¢no dolo¢enemu mestu v genomu,
kjer zelimo inducirati mutacijo oziroma spremembo zapisa DNA. Konca prerezanega
kromosoma se lahko zdruzita na 2 razlicna nacina in sicer z nehomolognim zdruzevanjem
koncev ali s popravljalnim mehanizmom na oshovi homolognega zaporedja (angl.
Homology directed repair, HDR) (slika 3) [47].

Nehomologono zdruZevanje koncev (angl. non-holologous end joining, NHEJ)

NHEJ lahko vodi do uc¢inkovitga induciranja mutacij, insercij ali delecij (INDEL mutacije)
razli¢nih dolzin, ki lahko motijo translacijski bralni okvir kodirajoce regije ali vezavna mesta
transkripcijskih dejavnikov v regulatornih regijah genov [47].

Popravljalni mehanizem na osnovi homolognega zaporedja (angl. homology directed
repair, HDR)

HDR mehanizem se lahko uporabi za uvedbo specifi¢nih tockovnih mutacij ali za vstavitev
zelenega zaporedja z rekombinacijo tarénega mesta s tujo (eksogeno) DNA "donorskimi
predlogami” [47].
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Slika 3: Nukleazno inducirano urejanje genoma [47]

2.3.4 Princip delovanja CRISPR/Cas9

Obstajajo trije razliéni tipi CRISPR-Cas sistemov: A) tip I, B) tip 1l in C) tip 1l (Slika 4)
Vrste | in 111 se nahajajo v bakterijah in arhejah, in tip 1l le v bakterijah. Bakterijski sistem

tipa Il CRISPR-Cas je najbolj proucen od treh tipov [71].

Cam o Cre

Type | Typell Typelll

JAS o T

pre-crRNA

Slika 4: Vrste CRISPR-Cas sistemi [71]

Sistem CRISPR-Cas9 tipa II, ki je znaéilen za bakterije Streptococcus thermophilus je
najpreprostejsi od treh vrst sistemov CRISPR in je bil osnovan za tehnologijo za urejanje

genoma. Princip delovanja je prikazan na sliki 7 [69].
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Slika 5: Sistem CRISPR-Cas9 tipa Il [69]

Na zgornji sliki lahko vidimo: (A) Poleg CRISPR lokusa so locirani $tirje geni, ki kodirajo proteine (cas9, casl,
cas2 in cns2), ki sodelujejo pri vstavljanju novih zaporedij v CRISPR lokus in razrezu tuje DNA (Cas9) in
tractrRNA. CRISPR lokus vsebuje regije s palindromskimi ponovitvami (oznacene s ¢rnimi rombi), ki jih
lo¢ujejo vrinjena zaporedja (pravokotniki), ki izvirajo iz fagov in drugih genetskih elementov.

(B) Pri transkripciji CRISPR lokusa in tracrRNA nastaneta daljsi prekurzorski RNA, ki s pomo¢jo encimov
zorita v konéno obliko crRNA in tracrRNA.

(C) Ribonukleoproteinski kompleks crRNA: tracrRNA:Cas9 Rnase IIl sodeluje pri zorenju crRNA in
tracrRNA.

(D) Nastali kompleks (Cas9:tracrRNA:crRNA) prileze na komplementarno zaporedja DNA, ki se ujema z
zaporedjem crRNA (prikazano z rde¢o barvo). Vezava na ciljno mesto zahteva tudi prisotnost PAM motiva.
Vezavi sledi razrez DNA molekule 3 nt pred PAM

(E) Cas9 vsebuje dve endonukleazni domeni, HNH in RuvC, ki katalizirata rez crRNA komplementarne in
nekomplementarne verige DNA, in nastanek topih koncev.

2.3.5 Nacini vnosa Cas9/gRNA v rastlinske celice

V celico se lahko vstavi konstrukt z zapisom za Cas9, gRNA in selekcijskim markerjem ali
pa z vnosom ribonukleoproteinskega kompleksa (brez DNA), ki ga sestavlja Cas9 protein in
gRNA [72]. Slika 6 prikazuje primere konstruktov za vnos v celico z Agrobacterium
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tumefaciens. Z enim konstruktom je mogoce v celico vnesti ve¢ gRNA in sicer na nacin, da
ima vsako zapredje gRNA promotor za RNA polimerazo 111 (2. primer na sliki 6) ali pa se
ve¢ gRNA prepiSe v policistrono RNA, ki jo nato endogene ribonukleaze, ki obi¢ajno
sodelujejo pri zorenju tRNA, policistrono RNA razrezejo na posamezne gRNA molekule (3.
primer na sliki 6).

Le  Selectable Polll  wLS Casg MLS Ter Pollll  SORNA o 5 g
marker promoter promoter  scaffold

LB Selectable Falll MLS Casd MLS  Ter sgRNA (1) cassette sqRMA (2) casselte sgRNA (n) cassette RB
marker promater

s Selectable Poll  pig Caso wes Ter PO iRNA SgRNA (1) tRNA SgRNA(2)  (RNA sgRNA () Poly T RB
marker promaotler promater

Slika 6: Primer sestave konstrukta za vnos CRISPR/Cas9 v rastlinsko celico [72]

2.3.6 Nacini preprecevanja nespecificnih mest pri CRISPR-Cas9

Nespecificno delovanje CRISPR-Cas9 se nanaSa na nespecificne oz. netarne genske
spremembe (angl. off-target effects), ki lahko nastanejo pri uporabi tehnik za urejanje
genoma. Nepopolno ujemanje vodilne RNA z zaporednjem tarénega mesta povzro¢i rez na
nespecifi¢énih mestih, kar pomeni, da je treba zaporedje gRNA skrbno izbrati, da se lahko

izognemo tak$nim artefaktom in tako zmanjSamo Stevilo potencialnih mest za induciranje
rezi [73].

Ena od moznih strategij je preizkus u¢inkov zmanjSanja koncentracij gRNA in/ali Cas9 [47].
Tretji nacin za preprecevanje nespecificni mestih z uporabo gRNA, ki se skrajsa na 5' koncu
komplementarne regije. Te skrajsane gRNA (tru-gRNA) vsebujejo 17 ali 18 nukleotidov,
kar pomeni, da na sploSno delujejo tako ucinkovito kot gRNA v polni dolZini pri usmerjanju

aktivnosti Cas9 na tarco, vendar kazejo zmanj$an mutagen ucink na nespecifi¢nih mestih
[74].

K zmanjS$anju ne tar¢nih sprememb lahko pripomore primerno dolo¢ena regija za prileganje
crRNA, kar omogocajo Stevilna orodja, ki identificirajo verjetnost mutacij na ne tarénih
mestih. Raziskovalci lahko nato uporabijo ciljno sekvenciranje, po izvedbi laboratorijskih
poskusov induciranja mutacij s CRISPR-Cas9, kjer lahko preverijo mutacije na tarénih kot
tudi netar¢nih regijah [11].
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3 METODE DELA
3.1 Izbor orodij

Orodja smo izbrali na osnovi pregleda literature in so omenjena v tabeli 1.

Tabela 1: Pregled orodij za razvoj vodilne RNA na osnovi pregleda literature

Rastlinska vrsta, za katero je | Vir Orodje in link za dostop

bila v raziskavi dolocena

gRNA

Vinska trta [42] CRISPR RGEN Tools (Cas-
Designer)

Vinska trta [75] CRISPR-P
CRISPR RGEN

Pregledni ¢lanek [76] CRISPOR

3.2 Pregled orodij
3.2.1 CRISPR RGEN Tools — Cas-Designer in Cas-OFFinder

Orodje Cas-Designer [77] je dostopno na spletni povezavi: http://www.rgenome.net/cas-
designer/

Razvijalci orodja Cas-Designer so razvili tudi orodje Cas-OFFinder za iskanje potencialnih
mest za induciranje mutacij na netarénih mestih. Orodje Cas-OFFinder je dostopno na spletni
povezavi: http://www.rgenome.net/cas-offinder/ [77]

Orodje nudi izbor naslednjih moznosti:, izbor genoma, dolocitev Stevila neujemanj, izbor
razli¢nih nukleaz in PAM mest [77].

Nacin delovanja orodja Cas-Designer in Cas-OFFinder: [77]
1. I1zbira gRNA

Cas-Designer lahko poiS¢e mozna tar¢na mesta z razlicnimi PAM motivi [5'-NGG-3 ' ali 5
NR-NRG-3 ' za SpCas9, 5'-NNAGAAW-3 za StCas9, 5'-NNNNGMTT- 3 N za NmCas9 in
5'-NNGRRT-3 ' za SaCas9]. Orodje izrauna verjetnost nastanka mutacije s spremembo
bralnega okvirja (angl. microhomology-associated out-of-frame score). Orodje prikaze tudi
predvidena mesta razreza, vsebnost GC v komplementarnem zaporedju. Orodje s sivo barvo
ozna¢i tudi taréne sekvence, ki vsebujejo ve¢ kot Stiri tandemsko ponovljene
homopolimerne T regije (obi¢ajno take regije prepozna RNA polimeraza III kot
transkripcijski terminacijski motiv, RNA polimeraza Il sintetizira gRNA).

2. Iskanje potencialnih nespecifi¢ni mest

Nato Cas-Designer priklice Cas-OFFinder za dolocitev potencialnih netarcnih mest v
uporabnis$ko dolocenem genomu. Orodje dolo¢i potencialna netaréna mesta s simulacijo
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insercij ali delecij na sistemati¢no dolocenih potencialnih prileznih mestih gRNA na DNA
(slika 7).

A protospacer & protospacer
| |
a
genomic DNA _ PAM genomic DNA _ PAM
5 R DNA bulge ||m||||||||m|u3_ 5 L IHIIIIIIIIII!IIIIIB.
3 5 3 5
* A
guide sequence (20 nt) chimeric guide sequence (20 nt) - chimeric
5,\llulnln I /" RNA 5\ W / RNA
TEEEELREI 'l It
3 RNA bulge 3
’ N ,’ .
i S ’ D+
’ . ’ N
7’ ~ 4 .
/’ ~ ’ ~
’ ~ ’ ~
s ~ ’ ~
’ ~ ’ ~
’ . ’, 2 N
/ * N ’ a N
20181817161514131211109 B 7 6 5 4 3 2 1 PAM 20191817181514131211109 8 7 6 54 3 2 1 PAM
Protospacer 5-...0AG TAGAGCGGANGCAGGAGG CGGGCT...-3 5-..6AGAGAG—CGGBAGGCAGGAGGCGGECT... -3
[RRRR A} AR
3...LTCATCTCGCCTNCGTCCTCCGCCCGA...-§ 3-..LTCTCTC—GCCTCCBTCCTCCGCCGA..-5
BN AR PR 0 NS ] T B 0 Ry O BR[O g IS B | [} .84 | DY 38 AR S B Fol IS A o R
Guide sequence 5-GUAGAGCGGA—~GCAGGAGGC...-3 5“-GAGAGNCGGAGGCAGGAGGC...%

Slika 7: Prikaz simuliranja insercij na DNA in gRNA za dolocitev potencialnih u¢inkov na netar¢nih mestih.
[78]

Na sliki 7 lahko vidimo: (A) nastanek zanke pri simulaciji insercije v DNA molekuli ali (B) nastanek zanek na
gRNA pri simulaciji insercije pri gRNA.

3.2.2 CRISPR-P 2.0

Orodje CRISPR-P 2.0 je dostopno na spletni povezavi: http://crispr.hzau.edu.cn/cgi-
bin/CRISPR2/SCORE

Na voljo imamo naslednje moznosti: izbor genoma za razli¢ne rastlinske vrste, dolocitev
Stevila neujemanj, izbor razli¢nih nukleaz in PAM mest, izbor snoRNA promotorja, izbor
vektorja za vnos gRNA v celico [79].

Nacin delovanja orodja orodja CRISPR-P 2.0: [79]

CRISPR-P 2.0 je orodje za nacrtovanje, ki temelji na predhodni verziji CRISPR-P, ki je bila
ena izmed najbolj priljubljenih orodij za dolocitev sgRNA za uporabo pri rastlinah.
Tehnologija CRISPR-Cas9 se je v zadnjih dveh letih hitro razvijala, zato je platforma
posodobljena. CRISPR-P 2.0 =zagotavlja spletno storitev za raCunalniS$ko podprto
nacrtovanje na visoko ucinkovitih sgRNA z minimalnimi netarénimi ucinki. Na voljo ima
naslednje funkcije:

- Podpira oblikovanje sgRNA za 49 rastlinskih genomov.

- IzboljSan je bil sistem za ovrednotenje ucinkovitosti sgRNA na tarénem mestu ter na
netarénih mestih. Sistem vrednotenja u¢inkovitosti v CRISPR-P 2.0 temelji na najnovejsih
znanjih o urejanju genoma s CRISPR-Cas9.

- Podpira razli¢ne CRISPR-Cas sisteme, kot so Cpfl in razlicne Cas9 endonukleaze.
- Orodje izraCuna vsebnost GC v vodilni RNA, prikaze mesto rezi in sekundarno
strukturo sgRNA.


http://crispr.hzau.edu.cn/cgi-bin/CRISPR2/SCORE%20%5B7
http://crispr.hzau.edu.cn/cgi-bin/CRISPR2/SCORE%20%5B7
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- Dologena je tudi identifikacija sgRNA iz zaporedij po meri. Ce uporabnikova
genom/zaporedje ni na seznamu izbranih genomov, uporabnikom omogoca nalaganje
zaporedij po meri in identifikacijo sgRNA.

3.2.3 CRISPOR

Orodje CRISPOR lahko najdemo na spletni povezavi: http://crispor.tefor.net/.

Na voljo imamo naslednje moznosti izbora orodij, kot so izbor genoma, dolocitev Stevila
neujemanj, izbor razli¢nih nukleaz in PAM mest [80].

V uporabniskem vmesniku uporabnik vstavi zaporedje tarcne regije in izbere rastlinsko
vrsto. CRISPOR zatem dolo¢i gRNA in izraCuna parametre (specifi¢nost (angl. specificity
score)

- vrednost, ki je izraCunana na osnovi Stevila potencialnih netar¢nih mest, je v razponu
od 0 do 100, pri ¢emer visja vrednost pomeni boljsi rezultat. Vrednost 100 pomeni, da se v
genomu ne nahaja nobeno zaporedje, ki se od gRNA razlikuje do 4 nt: u¢inkovitos (angl.
Efficiency scores)

- vrednost od 0 do 100 predvideva ucinkovitost induciranja rezi z izbrano gRNA;
verjetnost nastanka mutacije s spremenjenim bralnim okvirjem (angl. Out-of-frame score),
ki prav tako obsega vrednosti med 0 in 100; seStevek potencialnih netarénih mest (angl. Off-
target mismatch counts), delez GC, itd.

3.3 Testiranje orodij

Za testiranje orodij smo uporabili DNA zaporedje 3. eksona gena MLO-7 (Mildew Locus O-
7), ki je bilo uporabljeno v $tudiji Malnoy, in sod. [81], in sicer z namenom razvoja
odpornosti vinske trte na oidij vinske trte. V §tudiji so uporabili naslednja 3 gRNA zaporedja:

Tabela 2: I1zbrane gRNA zaporedja iz $tudija [81]

RG1 TATGCATTTCTGAGAGTGTTGGG
RG2 CACTTGGCACCCTTGTAAAAAGG
RG3

CCAAAGATTTTAAGAACACATGC

RG4

TTTTAAGAACACATGCTCTGAGG

S testiranjem razli¢nih orodij smo Zeleli preveriti, ¢e bi tudi glede na rezultate vseh orodij Se
vedno bile najbolj primerne gRNA iz preglednice 3 ali pa bi predlagali uporabo drugih
gRNA. Po in vitro testiranju gRNA, so v omenjeni $tudiji najboljSe rezultate pridobili pri
uporabi gRNA z oznako RGA4.

DNA zaporedje 3. eksona gena MLO-7 prenesli iz podatkovne zbirke EnsemblPlants, kjer je
dostopen genom vinske trte.


http://crispor.tefor.net/
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Povezava do spletne strani z dostopom do MLO-7 gena:
https://plants.ensembl.org/Vitis_vinifera/Transcript/Exons?db=core;g=VIT_13s001990406
0;r=13:24396255-24396255;t=VIT_13s50019g04060.t01

DNA zaporedije 3. eksona gena MLO-7. Zato, da smo lahko dolocili gRNA na robnih
zaporedjih eksona, smo dodali Se 25 bp zaporedja sosednjih intronov (oznac¢eno z malimi
Crkami).

ttctatcttggcttgtgttgtgaagAGCTTATGCTGTTGGGAGTCATATCCTTGCTGCTTACAAT
ATTACAAGATTACATTTCAAAGATATGCATTTCTGAGAGTGTTGGGTCCACTTG
GCACCCTTGTAAAAAGGAAACCAAAGATTTTAAGAACACATGCTCTGAGgtaatta
agttcatataatttctat

Pri testiranju orodij smo izbrali genom vinske trte, sistem CRISPR-Cas9, PAM motiv 5’-
NGG-3’. Za vse ostale moznosti smo pustili privzete nastavitve.


https://plants.ensembl.org/Vitis_vinifera/Transcript/Exons?db=core;g=VIT_13s0019g04060;r=13:24396255-24396255;t=VIT_13s0019g04060.t01
https://plants.ensembl.org/Vitis_vinifera/Transcript/Exons?db=core;g=VIT_13s0019g04060;r=13:24396255-24396255;t=VIT_13s0019g04060.t01
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4 REZULTATI IN DISKUSIJA

4.1 Rezultati testiranje orodja Cas-Designer

Rezultati orodja Cas-Designer so na sliki 8.

i 7
GC Contents Mismatches]?]

RGEN Target (5' to 3)[?] Position[?] Cleavage Position (%)[?] Direction[?] (%, w/o PAM)[Z] Out-of-frame Score[?]

0 1 2
TTGTGAAGAGCTTATGCTGTTGG 18 17.7 + 40.0 59.8 1 1 0
TGTGAAGAGCTTATGCTGTTGGG 19 18.2 + 40.0 60.4 2 0 0
TTGTAATATTGTAAGCAGCAAGG 50 286 - 30.0 49.0 1 1 0
ATATGCATTTCTGAGAGTGTTGG 88 54.2 + 350 449 1 1 0
TATGCATTTCTGAGAGTGTTGGG 89 54.7 + 35.0 527 1 0 0

CTGAGAGTGTTGGGTCCACTTGG 98 59.4 + 55.0 67.8 1 0
13 61.5 45.0 64.8 1 0 0
CACTTGGCACCCTTGTAAAAAGG 114 67.7 + 45.0 7.7 1 0 0
123 66.7 - 30.0 70.6 1 0 0

124 67.2 - 300 716 1 0
GCATGTGTTCTTAAAATCTTTGG 140 755 - 30.0 60.9 1 0 0
147 849 + 35.0 64.6 1 0 0

Slika 8: Rezultati pri testiranju MLO-7 gena v orodja Cas-Designer

Orodje poleg mesta za prileganje gRNA ponudi Se naslednje izracune, ki omogocajo izbiro
najprimernejSih gRNA. To so:

- delez GC gRNA(v izracun ni vklju¢en PAM motiv): Priporocljiva vsebnost je od
20 % do 80 %.

- verjetnost nastanka mutacij s spremenjenim bralnim okvirjem (angl. out-of-frame
score): Priporo€ljiva je vrednost 66 ali ve¢. ,N / A*“ pomeni, da ocene ni bilo mogoce
izraunati.

- RGEN Target (5 'do 3"): vsa doloCena mesta za razvoj gRNA. Homopolimerne regije
z ve¢ kot Stirimi T so obarvane sivo, ker jih lahko RNA polimeraza III prepozna kot
terminatorski signal pri transkripciji.

Glede na priporocila smo izbrali gRNA v Tabela 3: Izbrane sgRNA zaporedja pri testiranju
orodja Cas-Designer

Tabela 3: 1zbrana gRNA zaporedja po testiranju orodja Cas-Designer

RG1 CTGAGAGTGTTGGGTCCACTTGG | 55.0 67.8

RG2 CACTTGGCACCCTTGTAAAAAGG | 45.0 71.7

RG3 TCTTTGGTTTCCTTTTTACAAGG | 30.0 71.6
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4.2 Rezultati testiranja orodja CRISPR-P 2.0

Rezultati testiranja orodja CRISPR-P 2.0 so na sliki 9.

On-score @ Sequence Region %GC
guidel 0.5843 CTTTTTACAAGGGTGCCAAGTGE exon 45%
guide? 0.4579 CTTTGGTTTCCTTTTTACAAGGE exon 30%
guide3 0.2764 TTTTAAGAACACATGCTCTGAGG exon 35%
guide4 0.2269 CTGAGAGTGTTGGGTCCACTEGE exon 55%
guide5 0.1626  GCATGTGTTCTTAAAATCTTEGE exon 30%
guide6 0.1379 TGTGAAGAGCTTATGCTGTTEBEE  intron  40%
guide7? 0.1095 TTGTAATATTGTAAGCAGCARGE exon 30%
guides 0.0893  ATATGCATTTCTGAGAGTGTEGE exon 35%
guide9 0.0879 TCTTTGGTTTCCTTTTTACARGE exon 30%
guidel0 0.0806  CACTTGGCACCCTTGTAAAABGE exon 45%
guidell 0.0673 TATGCATTTCTGAGAGTGTTEEE exon 35%
guidel?2 0.0174 TTGTGAAGAGCTTATGCTGTEGE  intron  40%

Slika 9: Rezultati pri testiranju MLO-7 gena v orodja CRISPR-P 2.0
Orodje ponudi naslednje izracune, ki omogocajo izbiro najprimernejSih gRNA. To so:

- delez GC gRNA(v izracun ni vklju¢en PAM motiv): Priporocljiva vsebnost je od
20 % do 80 %.

- Specifi¢nost (angl. On-target): Za najboljse so predvidene vrednosti nad 0.5, zadostni
so lahko med 0.2 in 0.5

Glede na priporocila smo izbrali gRNA v Tabeli 4.

Tabela 4: 1zbrana gRNA zaporedja po testiranju orodja CRISPR-P 2.0

0.5843 45%
RG1 CTTTTTACAAGGGTGCCAAGTGG

0.4579 30%
RG2 CTTTGGTTTCCTTTTTACAAGGG

0.2764 35%
RG3 TTTTAAGAACACATGCTCTGAGG

0.2269 55%
RG4 CTGAGAGTGTTGGGTCCACTTGG
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4.3 Rezultati testiranja orodja CRISPOR
Rezultati testiranja orodja CRISPOR so na sliki 10.
Parametriza izbor gRNA:

- vrednost specificnosti (angl. Specificity Score, kratica MIT oznacuje, da je bila
fromula za izracun te vrednosti vzeta iz MIT Crispr spletne strani): Priporoc¢ljiva vrednost je
nad 50.

- vrednost u¢inkovitosti — vi§ja vrednost tega parametra nakazuje boljSo ucinkovitost
induciranja rezi na tarnem mestu.

- verjetnost nastanka mutacij s spremenjenim bralnim okvirjem (angl. out-of-frame
score): 0-100. Ta parameter je pomemben, kadar Zelimo doseci izbitje gena oz. utisati
izrazanje. Priporocljivo je 66 ali vec.

Glede na priporocila smo izbrali gRNA v Tabeli 5.

Tabela 5: 1zbrana gRNA zaporedja po testiranju orodja CRISPOR

97 67
RG1 TTTTAAGAACACATGCTCTGAGG

96 68
RG2 CTGAGAGTGTTGGGTCCACTTGG

96 70
RG3 CACTTGGCACCCTTGTAAAAAGG

95 70

RG4 CTTTTTACAAGGGTGCCAAGTGG
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Position/ | Guide Sequence + PAM MIT CFD Predicted Efficiency |Outcome |Off-targets for | Genome Browser links
Strand &0 |+ Restriction Enzymes ¥ Specificity |Spec. (1] 0-1-2-3-4 to matches sorted by

O only 6- O Only 66- D Only A-£  |Score € |score  |Showallscores @ g mismatches CFD off-target score
e}
o = 2 z +nextto PAM |©
é E. ‘é = o Noexons. ' chr13 only
g 5 52
(= = o |3
167 / fw TTTTAAGAACACATGCTCTG AGG 97 97 65 33 67 loo l0-0-0-2-28 |4chz 10.07Mbp
4 Not with U6/U3 0-0-0-0-0 3:chr8 18.29 Mbp
Enzymes: BstDEl, MiuCl, Hpy 188/ 4:chr18 23.33 Mbp
Cloning / PCR primers show all.
30 off-targets
118/ fw CTGAGAGTGTTGGGTCCACT TGG 96 98 47 56 68 (84 |0-0-1-0-16 2:chr13 5.36 Mbp
Enzymes: Hpy166ll, Banl, NlalV' 0-0-0-0-0 4:chr7 1.84 Mbp
Cloning / PCR primers 4:chr14 1.79 Mbp
show all...
17 off-targets
134/ fw CACTTGGCACCCTTGTAAAA AGG 96 97 27 42 70 |76 |0-0-0-4-9 4:chrUn 25.43 Mbp
Cloning / PCR primers 0-0-0-0-0 4:chrUn 10.24 Mbp
I 4:chrUn 25.44 Mbp
show all.
13 off-targets
113 /rey | CTTTTTACAAGGGTGCCAAG TGG 95 93 63 35 70 |85 |0-0-0-1-16 |#chri17.86Mbp
A Not with U6/U3 0-0-0-0-1 4:chr12 16.71 Mbp
Enzymes: Bme18l, Hpy166ll, NialV, 4:chr15 14.88 Mbp
PspPl show all
Cloning / PCR primers 17 off-targets
109/ fw TATGCATTTCTGAGAGTGTT GGG 33 96 47 46 62 185 |0-1-0-13-38 [#chr3294Mbp
Ay Inefficient 0-0-0-2-1 4:chr16 595.72 Kbp
Enzymes: Bme18l, Hpy166ll, NialV, 4:chr3 17.03 Mbp
PspPl show all
Cloning / PCR primers 52 off-targets
140/ rey | GCATGTGTTCTTAAMATCTT T66 30 33 35 37 57 |78 |0-0-0-7-79 |#chr1821.27 Mbp
A Inefficient 0.0-0-1-3 4:chr11 16.80 Mbp
Cloning / PCR primers I 4:chr13 10.90 Mbp
show all
86 off-targets
123/ rev CTTTGGTTTCCTTTTTACAA GGG 78 38 43 24 67 |80 |0-0-2-13- 4:chr1 7.27 Mbp
A\ Not with Ue/U3 4:chr16 17.28 Mbp
Enzymes: Banl, NialV 114 3:chr18 5.86 Mbp
Cloning / PCR primers 0-0-0-0-0 show all
129 off-targets
124 [ rey | TCTTTGGTTTCCTTTTTACA AGG 73 36 49 32 69 187 lo-0-2-11- 4:chrg8 15.70 Mbp
A\ Not with U6/U3 4:chr18 2.03 Mbp
Enzymes: Banl, NialV 137 4:chr13 2.63 Kbp
Cloning / PCR primers 0-0-2-2-21 show all
150 off-targets
108/ fw ATATGCATTTCTGAGAGTGT TGG 70 95 59 32 52 |67 |0-1-0-0-39 |1:chr13536Mbp
Enzymes: Bme18], NialV, PspP! 0-0-0-0-0 4:chrs 8317,76 Kbp
Cloning / PCR primers 4:chr13 16.93 Mbp
show all...
40 off-targets
50/ rev TTGTAATATTGTAAGCAGCA AGG 60 95 64 32 48 86 0-1-0-3-34 1:chr13 5.36 Mbp
Enzymes: ApeKl, Fsp4HI, BstV1] 0-0-0-0-0 4:chr2 1.82 Mbp
Cloning / PCR primers 4:chr18_random 2.75 Mbp
show all
38 off-targets
38/ fw TTGTGAAGAGCTTATGCTGT TGG 49 97 47 37 54 |67 |0-1-0-1-22 1:chr13 5.36 Mbp
Enzymes: Hinfi, Pps| 0-1-0-0-0 4:chr12 11.12 Mbp
Cloning / PCR primers 4:chr12 2.33 Mbp
show all
24 off-targets
39 /fw TGTGAAGAGCTTATGCTGTT GGG 49 96 55 63 57 86 |1-0-0-1-29 0:chr13 5.36 Mbp
A Inefficient 1-0-0-1-0 4:chr14 3.95 Mbp
Enzymes: Hinfi, Pps| 4:chr8 11.42 Mbp
Cloning / PCR primers show all...
31 off-targets
Slika 10: Rezultati pri testiranju MLO-7 gena v orodja CRISPOR
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4.4 Primerjava rezultatov orodij

V okviru zakljuéne naloge smo testirali razli¢na orodja za razvoj gRNA s CRISPR-Cas9
metodo, s PAM motivom 5’-NGG-3’. Za tar¢no zaporedje smo izbrali 3. ekson gena MLO-
7 vinske trte, ki so ga v raziskavi, katere namen je bil razvoj vinske trte sorte *’Chardonnay’
odporne na oidij 0z. pepelovko.

Naredili smo izbor gRNA z najbolj§imi vrednostmi parametrov, ki jih orodja poleg gRNA
izracunajo. Rezultati so naslednji:

- Pri zaporedju CTGAGAGTGTTGGGTCCACTTGG smo dobili enake rezultate, pri
testiranju vseh orodjih.

- Prav tako smo dobili enake rezultate pri zaporedju
TTTTAAGAACACATGCTCTGAGG pri CRISPOR, CRISPR-P 2.0. To zaporedje, se je
pri testiranju na gRNA celicah z oznako RG4, prikazalo kot najbolj primerno in je bilo
izbrano v $tudiji. Pri Cas-Designerji se to zaporedje ne pojavlja kot primerno za izbiri.

- Tudi pri zaporedju CTTTTTACAAGGGTGCCAAGTGG pri testiranju v CRISPOR
in CRISPR-P 2.0., so bili rezultati enaki. Pri Cas-Designerji se to zaporedje pojavlja, ampak
z premajhno verjetnost nastanka mutacij s spremenjenim bralnim okvirjem, priporo¢ljivo
vrednost 66 ali vec, zaporedje pa ima vrednost 64.8.
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5 ZAKLJUCEK

Enoznacnega odgovora brez dodatne interpretacije na naslovno zastavljeno vpraSanje
zaenkrat ne moremo podati.

Tekom pisanje zaklju¢nega dela smo spoznali nacine delovanja razli¢nih orodij za za razvoj
CRISPR-Cas9 vodilne RNA molekule za tar¢no mutagenezo rastlin. V sami nalogi smo
testirali zaporedja za DNA zaporedje 3. eksona gena MLO-7 ter nacin pridobili rezultate za
izbiro gRNA zaporedja.

Glede na pridobljene rezultate testiranja, lahko sklepamo, da je izbor gRNA, ki so jo Malnoy
in sod. [9] oznacili z oznako RG4 (TTTTAAGAACACATGCTCTGAGG), najbolj
primerna, saj se pojavlja pri testiranju orodjih CRISPOR, CRISPR-P 2.0 ter v $tudiji. To
zaporedje, se je pri testiranju na gRNA celicah v studiji, prikazalo kot najbolj primerno. V
orodje Cas-Designer se prav tako pojavlja, vendar z manjSo verjetnostjo nastanka mutacij
ter s spremenjenim bralnim okvirjem (angl. out-of-frame score) od priporo¢ljivega.

Kot drugo primerno zaporedje, predlagamo zaporedje
CTTTTTACAAGGGTGCCAAGTGG, saj se pojavlja pri testiranju vseh orodjih, vendar ne
v Studiji. Leta 2016 je bila narejena Studija, vendar so do zdaj na izbiro boljse posodobitve
vseh orodij.

Kot zadnjo, tretjo izbiro, bi navedli zaporedje CTTTTTACAAGGGTGCCAAGTGG katero
pri testiranju v CRISPOR in CRISPR-P 2.0., orodjih, smo dobile iste rezultate glede
dolocenih parametrov.

Zelimo si, da bi bilo v prihodnosti narejenih ve¢ podobnih $tudij preizkusenih na veé
razli¢nih orodjih, saj lahko na tak nacin pridobimo bolj zanesljive rezultate pri izbiri gRNA
primernega zaporedja.
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